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Resumo 
 
 
 
Introdução: As ondas de choque têm sido utilizadas para estimular a 
regeneração óssea em pacientes com retardo de consolidação nas fraturas. Dentre 
as estruturas envolvidas na osteogênese, a matriz extracelular, composta de 
glicosaminoglicanos (GAGs), tem um papel fundamental. Objetivo: Distinguir e 
quantificar  os glicosaminoglicanos sulfatados e ácido hialurônico (AH) de 
fêmures de ratos, após perfuração óssea e aplicação de ondas de choque. 
Métodos: A amostra foi constituída de 50 ratos machos da linhagem Wistar, com 
três meses de idade e cerca de 300 gramas de peso. Os animais foram divididos 
em dois grupos e submetidos à cirurgia com perfuração óssea de dois milímetros, 
associado ou não a aplicação de ondas de choque, sendo feito eutanásia no 
terceiro, sétimo,  14o, 21o e 28o dias. A análise dos glicosaminoglicanos foi 
realizada pela eletroforese em gel de agarose, densitometria das bandas de 
migração e pelo teste ELISA-like. Resultados: Houve aumento significativo dos 
valores dos glicosaminoglicanos sulfatados no período de três a 28 dias com 
predominância do condroitim sulfato. O ácido hialurônico, no terceiro dia de 
sacrifício, mostrou aumento significativo no grupo submetido às ondas de choque 
em relação ao grupo controle. Conclusão: A aplicação de ondas de choque em 
fêmures perfurados de ratos estimularam a expressão de glicosaminoglicanos 
sulfatados durante a reparação óssea e a expressão do ácido hialurônico, no grupo 
três dias, em relação ao grupo controle. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                 
 
 1. Introdução 
   2 
 
O estudo da reparação óssea é um tema de relevância devido ao 
aumento da longevidade humana, com consequente aumento de pacientes com 
fraturas osteoporóticas e de acidentes de alta energia, acarretando com maior 
frequência, fraturas de difícil consolidação óssea e com elevados custos 
socioeconômicos, decorrentes do prolongado tempo de tratamento e das 
despesas inerentes aos períodos de internação, de medicação e do uso de 
implantes ortopédicos. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), o 
número de fraturas de quadril no mundo devido à osteoporose deverá passar 
de 1,7 milhões em 1990 para 6,3 milhões em 2050. 
Diversos métodos físicos têm sido propostos para estimular a 
osteogênese: ultrassom pulsado trans-ósseo de baixa intensidade (Martinez de 
Albornoz et al, 2011), Low-magnitude high-frequency vibration - LMHFV 
(Chow et al, 2011), laser (light amplification by stimulated emission of 
radiation) (Merli et al, 2005), campo eletromagnético (pulsed eletromagnetic 
field – PEMF (Pilla, 2002) e terapia por ondas de choque extracorpórea 
(extracorporeal shock wave therapy) (Valchanou, Michailov, 1991). 
Na reparação óssea estão envolvidos vários processos biológicos dos 
componentes que formam a estrutura óssea, tais como os osteoblastos, os 
osteócitos, os osteoclastos, o colágeno, o cálcio e fósforo e a matriz 
extracelular, entre outros. 
A matriz óssea extracelular é composta por glicosaminoglicanos 
(GAGs), principalmente o condroitim sulfato, heparam sulfato, dermatam 
sulfato e o ácido hialurônico, que participam no processo de osteogênese e 
condrogênese. Os GAGs interagem com centenas de proteínas. Tais interações 
protegem os fatores de crescimento e citocinas contra proteólise. Os GAGs 
catalizam proteínas (como a trombina), regulam múltiplas vias de sinalização, 
incluindo FGF (Fibroblast Growth Factor), HGF (Hepatocyte Growth 
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Factor), GDNF (Glial Cell Line-derived Neurotrophic Factor), VEGF 
(Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth 
Factor), Wnt e BMP (Bone Morphogenic Protein) (Zhang, 2010). Os GAGs 
são cadeias polissacarídicas, longas, não ramificadas, compostas por unidades 
dissacarídicas repetidas. Estas unidades dissacarídicas são formadas por uma 
N-acetilglicosamina ligada a um ácido urônico (Fig. 1A e 1B).  
 
 
 
Hyaluronates: 
composed of D-
glucuronate + 
GlcNAc 
linkage is β(1, 3) 
 
 Heparan sulfato 
composed of L-
iduronate (many 
are sulfated) 
+ GalNAc-4-
sulfate 
linkages is α(1, 3 
 
Fonte: The Medical Biochemistry Page.  
Disponível em: http://www.themedicalbiochemistrypage.org 
 
 
Figura 1A: Esquematização da estrutura química dos glicosaminoglicanos 
                 (Ácido Hialurônico e Dermatam Sulfato). 
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Chondroitin 4: 
composed of D-
glucuronate 
and GalNAc-4 
 
 
Dermatan 
sulfato: 
composed of 
iduronate-2-
sulfate (D-
glucuronate-2-
sulfate) 
and N-sulfo-D-
glucosamine-6-
sulfate 
linkage is α (1, 4) 
(heparans have 
less sulfate than 
heparins) 
 
Fonte: The Medical Biochemistry Page.  
Disponível em: http://www.themedicalbiochemistrypage.org 
 
Figura 1B: Esquematização da estrutura química dos glicosaminoglicanos    
                  (Condroitim Sulfato e Heparam Sulfato e Heparina). 
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Os glicosaminoglicanos estão distribuídos no organismo em vários tecidos, 
ligados ou não às proteínas (Quadro I). 
Quadro I. Tipos de GAGs, presença de sulfatação, ligação de proteínas 
e sua  distribuição nos tecidos. 
Gligosaminoglicanos Sulfatação ligados a 
proteínas 
Distribuição 
Ácido hialurônico não Não cartilagem, líquido 
sinovial, pele, 
tecido de 
sustentação 
Condroitim sulfato 
 
Dermatam sulfato 
sim 
 
sim 
Sim 
 
sim 
cartilagem, osso, 
pele, córnea, 
artérias, 
pele, vasos 
sanguíneos, coração 
Heparam sulfato 
 
Heparina 
sim 
 
sim 
Sim 
 
sim 
membranas basais, 
pulmões, artérias 
pulmão, fígado, 
pele, grânulos de 
mastócito 
Queratam sulfato sim Sim cartilagem, córnea, 
disco vertebral 
      Fonte: The Medical Biochemistry Page.  
      Disponível em: http://www.themedicalbiochemistrypage.org 
 
O acido hialurônico consiste de dissacarideos repetidos composto de N-
acetylglucosamine (GlcNAc) e glucuronic acid  (GlcA). É o mais largo 
polissacarideo encontrado em vertebrados (Fig. 2).  
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               Fonte : PubChem substance SID (126673760) 
       Figura 2. Estrutura química do ácido hialurônico. 
 
Os vários tipos de GAGs podem associar-se às proteínas para constituir 
os proteoglicanos, com exceção do ácido hialurônico. Os proteoglicanos 
colaboram para a manutenção de um grande espaço de hidratação na matriz 
extracelular. 
A terapia por ondas de choque extracorpórea foi descrita inicialmente 
em estudo in vitro, para desintegração de cálculo renal (Haeusler, Kiefer, 
1971) e introduzida na Medicina em 1980 quando o primeiro paciente com 
cálculo renal foi tratado em Munique (Alemanha), com um equipamento 
litotritor desenvolvido pela Dornier (Thiel, 2001). 
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Os geradores de ondas de choque podem ser de três tipos, eletro-
hidráulico, eletromagnético e piezoelétrico, com características físicas 
diferentes entre eles (Thiel, 2001).  
Os equipamentos eletro-hidráulicos constituem-se na primeira geração 
de equipamentos utilizados e produzem ondas de choque por meio da 
passagem de alta energia elétrica por um eletrodo submerso em água dentro de 
um recipiente em forma de elipsóide, gerando uma explosão que produz uma 
série de ondas pela variação de pressão súbita (Fig. 3). 
 
 
Fonte: Ossatron® –HMT 2002  
Figura 3. Gerador eletro–hidráulico  - Ossatron –HMT 
 
A onda de choque é um pulso sônico que apresenta certas 
características físicas como um alto pico de pressão (mais de 100MPa - 500 
bares), com início súbito, durante um curto período de tempo (menor que dez 
nanosegundos), baixa amplitude tênsil e um pequeno ciclo de duração em 
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torno de dez microsegundos e um largo espectro de frequência de 16 Hz a 
20MHz (Thiel, 2001) (Fig. 4). 
 
 
Fonte: Chaussy et al (1997).
 
 
Figura 4. Esquematização de uma onda de choque relacionando pressão e  
               tempo. 
  
Os efeitos das ondas de choque têm sido estudadas em vários tecidos  
de animais como osso (Haupt et al ,1992, Bassit, Santos, Rezende, 2004), 
cartilagem (Giusti et al, 2005), pele (Haumer et al , 2005), tendões (Chao et 
al, 2008) e músculo cardíaco (Di Meglio et al, 2011). As ondas de choque 
extracorpórea têm mostrado um efeito estimulante da osteogênese, 
principalmente nos casos de retardo de consolidação de fraturas e de 
pseudartroses (Schaden, Fischer, Sailler, 2001, Elster et al, 2011, Santos et al, 
2011), porém seu mecanismo de ação ainda não é totalmente esclarecido 
(Martini et al, 2003). Os estudos publicados da ação das ondas de choque têm 
focado a análise da neovascularização, expressão de óxido nítrico, TGFβ1 e do 
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estímulo de células mesenquimais primárias (Wang et al, 2001, Mittermayr et 
al, 2011).  
A partir dos trabalhos desenvolvidas no Programa de Pós-graduação em 
Ortopedia e Traumatologia (Giusti, 2003, Penteado, 2003), com o uso do 
aparelho de ondas de choque modelo Ossatron-HMT, propusemos outros 
estudos para FINEP – (Financiadora de Estudos e Projetos - Convênio 
01.08.0524.00), o que ocorreu em 2009 e obtivemos o financiamento para a 
implantação de um Centro de Pesquisa em Regeneração de Tecidos, com a 
aquisição do Sistema de Terapia por Ondas de Choque Extracorpórea.  
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1.1 Objetivo 
 
 
 
 
 
Distinguir e quantificar os glicosaminoglicanos 
sulfatados e ácido hialurônico no tecido ósseo dos 
fêmures de ratos submetidos à perfuração cirúrgica e 
aplicação de ondas de choque. 
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2.   Literatura 
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2.1 Tecido ósseo 
 
 
 O tecido ósseo é formado por células e matriz extracelular, que por sua 
vez é composta de matriz orgânica e sais inorgânicos. A matriz orgânica é 
composta de fibras de  colágeno tipo I embebidas na substância  fundamental 
amorfa que contém os glicosaminoglicanos sulfatados (condroitim-4-sulfato, 
condroitim-6-sulfato e queratam sulfato) e várias proteínas ósseas 
(sialoproteina óssea, osteocalcina) (Baron, 1993).  
Udupa, Prasad (1963) descreveram que, no tecido ósseo do rato, com 
fraturas experimentais em fêmures, verificaram que estas atingem a fase de 
ossificação em torno da quarta semana de evolução, dividindo o processo de 
consolidação óssea em quatro fases. Primeira semana ou fase fibroblástica, 
segunda semana ou fase colágena, terceira e quarta semanas ou fase 
osteogênica e, finalmente, quinta e sexta semanas ou fase de remodelação. 
Sandberg, Aro, Vuorio (1993) descreveram que as células 
mesenquimais no sítio de fratura proliferam, diferenciam e produzem o calo de 
fratura consistindo de tecido fibroso, cartilagem e tecido ósseo. O osso é 
formado inicialmente na periferia do calo por formação óssea 
intramembranosa. O calo mole forma-se na região central com baixa tensão de 
oxigênio e consiste primariamente de cartilagem e tecido fibroso. Por meio da 
ossificação endocondral, a cartilagem é substituída gradualmente pelo osso. A 
composição bioquímica da matriz do calo de fratura muda com o processo de 
reparação. As células substituem o coágulo de fibrina por uma matriz 
contendo glicosaminoglicanos, proteoglicanos e colágeno tipo I e III. Com 
osso novo formado, ocorre a remodelação e o conteúdo de colágeno e outras 
proteínas retornam aos níveis normais. FGF e TGF-β1 podem estimular a 
proliferação de condrócitos, formação de cartilagem e a proliferação de 
osteoblastos.  
   13 
Buckwalter et al (1995) descreveram que o colágeno tipo I, 
componente orgânico da matriz contribui para a resistência óssea e 
plasticidade do osso. Na matriz óssea existe uma variedade de citocinas, 
incluindo fatores de crescimento que estimulam a formação óssea. Estes 
fatores de crescimento tem um importante papel no metabolismo ósseo normal 
e na consolidação de fraturas. 
 
Einhorn (1998) relatou que após uma fratura óssea ocorre uma 
sequência de inflamação, reparação e remodelação. A inflamação começa 
imediatamente após o trauma e é rapidamente seguida pela reparação onde são 
repostas as células danificadas e a matriz, seguindo-se então uma prolongada 
fase de remodelação. 
 
Mark et al (2004) relataram que a energia requerida para a consolidação 
da fratura aumenta rapidamente durante a fase de inflamação e requer alto pico 
durante a fase de reparação, quando as células do calo ósseo estão proliferando 
e sintetizando grandes volumes de nova matriz. Os mediadores inflamatórios 
liberados das plaquetas e das células lesadas do trauma causam dilatação de 
vasos e exsudação de plasma levando a um edema agudo visto na região da 
fratura recente. Células inflamatórias migram para a região, incluindo 
polimorfonucleares, leucócitos, macrófagos e linfócitos. Estas células liberam 
citocinas e estimulam a angiogênese. Com o desaparecimento da resposta 
inflamatória do tecido, necrose e exsudato são reabsorvidos e fibroblastos e 
condrócitos começam a produzir uma nova matriz. 
 
Buckwalter, Einhorn, Marsh (2006) apresentaram uma representação 
esquemática da mudança de composição e massa do calo de fratura. A 
formação de colágeno precede o acúmulo de minerais. Após um aumento 
inicial, a concentração de proteoglicanos cai gradualmente com o processo de 
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reparação da fratura. A massa total do calo de fratura aumenta durante a 
reparação e diminui durante a remodelação (Fig. 5). 
 
 
Fonte: Rockwood & Green’s Fractures in Adults, 6th Ed, 2006. 
 
 Figura 5. Representação esquemática da mudança de composição e 
                massa do calo de fratura. 
 
Marsell, Einhorn (2009) relataram que as proteínas morfogenéticas 
ósseas (BMP) tem um papel importante nas três fases da consolidação de 
fraturas: resposta inflamatória, etapa da condrogênese e da osteogênese. A 
BMP-2 e BMP-4 mostram uma rápida resposta durante a fase inflamatória 
inicial e a BMP-2 tem mostrado ser essencial na consolidação da fratura.  
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2.2 Ondas de Choque 
 
Após os trabalhos experimentais iniciais de Haupt em 1971, a terapia 
por ondas de choque extracorpórea foi introduzida na Medicina, e em 1980 o 
primeiro paciente com cálculo renal foi tratado, em Munique-Alemanha, com 
um equipamento litotritor desenvolvido pela Dornier® (Thiel, 2001). 
Sauerbruch, Delius, Paumgartner (1986) realizaram o primeiro tratamento em 
paciente com cálculo biliar. Também nos anos 80, observou-se em estudos 
com animais um padrão de resposta osteoblástica pelo uso das ondas de 
choque. Não está esclarecido ainda o mecanismo pela qual as ondas de choque 
estimulam os tecidos biológicos, em especial o tecido ósseo. Valchanou, 
Michailov (1991) e Haupt et al (1992) realizaram aplicações de ondas de 
choque em ossos, e constataram um efeito osteogênico na consolidação de 
fraturas, além de maior estabilidade mecânica.  
Valchanou, Michailov (1991) relataram o resultado do tratamento de 82 
ossos em 79 pacientes com retardo de consolidação ou pseudartrose, 
utilizando apenas uma sessão de ondas de choque, levando a consolidação em 
70 ossos. Os autores acreditavam que as ondas de choque quebravam o osso 
esclerótico, produziam microfissuras e pequenos fragmentos ósseos, 
estimulando a osteogênese. 
Haupt et al (1992) usaram 40 ratos Sprague-Dawley e produziram 
fraturas da diáfise umeral esquerda com pressão digital e, a seguir, fizeram 
cinco sessões de ondas de choque nos dias dois, cinco, nove, 14 e 19, com 100 
choques – 14 ou 18Kv com aparelho litotritor Dornier e 14 ratos do grupo 
controle. A análise foi feita pelo peso ósseo, resistência óssea, raios X, 
histologia e dosagem de cálcio. Como resultados não encontraram diferenças 
no peso de ambos os úmeros. Os filmes de raios X  do grupo tratado com 
18Kv mostraram sinais de consolidação óssea mais rápidos.  
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Delius et al (1995), aplicando ondas de choque em osso normal de 
coelhos, constataram indução de descolamento periosteal, com hemorragia 
subperiosteal e nas semanas subsequentes notou intensa aposição de osso 
cortical neoformado, com pouca alteração do tecido esponjoso.  
Chaussy et al (1997) relataram que os mais importantes parâmetros 
físicos relacionados ao tratamento das afeccões ortopédicas são: a distribuição 
de pressão, a densidade de energia utilizada e o total de energia acústica. 
Wang et al (2001) demonstraram que as ondas de choque induzem a 
hiper-polarização de membrana e  ativação Ras com atuação no sinal inicial 
para a osteogênese em células do tecido ósseo. O efeito das ondas de choque 
no tecido mesenquimal ósseo, exposto em diferentes doses, de 250 a 1000 
impulsos com 0,16mJ/mm², revelou viabilidade celular normal, no entanto, 
com doses maiores de 1000 impulsos, ocorria supressão da viabilidade celular. 
O specific osteogenic transcription factor (CBFA1) foi induzido pelas ondas 
de choque com 500 impulsos em seis horas, com aumento da atividade da 
fosfatase alcalina. O colágeno tipo I mRNA foi significativamente aumentado 
em seis dias, além da indução da osteocalcina mRNA após 12 dias, com 
reforço da mineralização óssea. 
Wang et al (2003) em trabalho experimental com coelhos, 
demonstraram que as ondas de choque aplicadas na junção tendão-osso do 
tendão calcâneo promove um aumento significativo de neovasos e de 
marcadores angiogênicos, incluindo eNOS, VEGF e PCNA, 
comparativamente ao grupo controle. O eNOS e VEGF começam a aumentar 
logo no início com uma semana e permanecem altos até a oitava semana, 
declinando então até a décima segunda semana, enquanto que, o PCNA e 
neovasos começam na quarta semana e persistem por 12 semanas. 
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Maier et al (2004) estudaram a ação das ondas de choque em fêmures 
de coelhos e encontraram neoformação óssea-periosteal em fêmures com 
fratura cortical e descolamento periosteal, como também na ausência destes. 
Wang et al (2004) estudaram o efeito das ondas de choque na massa 
óssea e a resistência óssea após fratura de fêmur no modelo de coelho. Vinte e 
quatro  coelhos New Zealand foram divididos em três grupos segundo a 
energia usada: controle, baixa energia e alta energia, e foi avaliado a densidade 
mineral óssea, calo formado, conteúdo de cálcio e a resistência óssea em 12 e 
24 semanas após aplicação de ondas de choque. O valor da densidade mineral 
óssea foi significativamente maior no grupo de alta energia em relação ao 
grupo controle. Não houve diferença significativa entre o grupo controle e o 
de baixa energia. O grupo de alta energia mostrou maior calo ósseo e maior 
conteúdo de cálcio e maior resistência óssea que o grupo controle e de baixa 
energia, concluindo que o efeito das ondas de choque na massa óssea e na 
resistência óssea é dose dependente na fratura aguda do coelho. 
Bassit (2004) estudou o efeito das ondas de choque na consolidação 
óssea em osteotomias bilaterais de fêmures de cães e osteossíntese com hastes 
bloqueadas. Radiografias após quatro, oito e 12 semanas revelaram maior 
proliferação periosteal no grupo tratado. Os resultados dos exames 
cintilográficos (razão tratado/controle), realizados na segunda, quarta, sexta, 
oitava, décima e 12 semanas, foram estatisticamente superiores no grupo 
tratado. 
Neuland et al (2008) descreveram que as ondas de choque geram um 
estímulo mecânico através dos tecidos chamado de mecanotransdução. 
Jaalouk, Lammerding (2009) definem mecanotransdução como o 
processo celular que transforma estímulo mecânico em sinais bioquímicos, 
permitindo as células adaptarem-se em seu ambiente físico. 
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Wang et al (2009) investigaram os efeitos da terapia por ondas de 
choque na consolidação óssea e na concentração de óxido nítrico (NO), TGF-
β1 e BMP-2 em 42 pacientes com pseudartrose de ossos longos tratados com 
apenas uma sessão. Após seis meses, houve consolidação em 78,6% dos casos, 
sendo constatado nestes pacientes um aumento sérico significativo dos níveis 
de NO, TGF-β1, VEGF e BMP-2 após um mês de tratamento comparado aos 
pacientes em que não ocorreu a consolidação óssea.  
Suhr, Bloch (2010) citaram que os tecidos biológicos, tais como 
tendões, ossos, músculos, tecido conectivo, cartilagem, endotélio e epitélio, 
têm habilidade de sentirem diferentes tipos de estímulos, como metabólico, 
hormonal, inflamatório e mecânico. 
Thamma et al (2010) estimularam tecido ósseo em ratos, e concluíram 
que as ondas de choque estimulam a osteogênese por meio da proliferação e 
diferenciação dos osteoblastos e pela redução da secreção de fatores pró–
osteoclásticos. 
Qin et al (2010) estudaram os efeitos das ondas de choque na junção 
ósteo-tendíneo de patela de coelhos. Vinte e quatro coelhos foram usados, 
criando-se um modelo de regeneração retardada em patela—tendão patelar, 
após patelectomia parcial por quatro semanas. Os animais foram divididos em 
dois grupos, com e sem tratamento por ondas de choque. Seis semanas após a 
cirurgia foi realizado uma sessão de ondas de choque. A angiogênese, 
condrogênese e osteogênese foram analisados por histologia e 
microtomografia computadorizada. Após oito e 12 semanas encontrou-se 
acelerada osteogênese com aumento da BMD, que poderia ser explicado pela 
ossificação endocondral e pela regeneração da zona de fibrocartilagem. Os 
achados revelaram que o tratamento por ondas de choque aceleraram a 
qualidade e a taxa de regeneração da junção tendão–osso. 
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Schaden et al (2011) estimularam tíbias de ratos com ondas de choque 
disfocadas e constataram, por meio de estudo com microtomografia, efeito 
anabólico, tanto no osso cortical como medular. Realizaram testes mecânicos e 
análise histológica, notando melhora das propriedades biomecânicas. 
 
 2.3 Glicosaminoglicanos Sulfatados e o Ácido Hialurônico 
 
2.3.1 Glicosaminoglicanos (GAGs) Sulfatados   
Os GAGs são heteropolissacarídeos lineares que apresentam como 
estrutura básica unidades dissacarídicas repetitivas. Essas unidades 
dissacarídicas são constituídas por uma hexosamina (D-glucosamina ou D-
galactosamina) e por um açúcar não nitrogenado, que pode ser um ácido 
urônico (D-glucorônico ou L-idurônico) ou ainda um açúcar neutro (D-
galactose), unidas entre si por ligações glicosídicas. Os GAGs mais comuns 
encontrados em tecidos de mamíferos são os galactosaminoglicanos, que 
incluem condroitim sulfato e dermatam sulfato, e os glucosaminoglicanos que 
incluem heparam sulfato, heparina, queratam sulfato e ácido hialurônico. Os 
GAGs, incluindo  heparam sulfato, queratam sulfato, dermatam sulfato, 
condroitim-4-sulfato, chondroitim-6-sulfato e o ácido hialurônico  influem na  
atividade da BMP-2 por meio de um mecanismo pela qual regulam a 
osteogênese, de forma  não  totalmente esclarecida  (Roughley, White, 1980, 
Kjellén, Landahl, 1991). 
Kjellén et al (1991) referem que o condroitim sulfato está presente nos  
estágios precoces da formação óssea e está implicado na regulação da 
deposição mineral e morfologia do cristal na mineralização durante a 
osteogênese.  
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Takagi et al (1991) estudaram por método imunocitoquímico e 
bioquímico os proteoglicanos no osso subperiosteal da diáfise de osso longo 
do rato e constataram que ocorre predominância de condroitim 4-sulfato e de 
dermatam sulfato ,tendo uma  distribuição maior  na parede das lacunas 
ósseas, canalículos ósseos e canal vascular. 
Miller et al (1997) descreveram que o queratam sulfato é encontrado na 
córnea, cartilagem, osso e no tecido do sistema nervoso central, onde participa 
do desenvolvimento e reparação da glia após trauma. 
Yamamoto et al (2005) relatam que áreas totalmente calcificadas da  
medula óssea contém mais glicosaminoglicanos sulfatados do que tecido 
osteóide, sugerindo que o glicosaminoglicano sulfatado pode ter um papel 
crucial na  formação e calcificação óssea.  
Manton et al (2007) descreveram que o condroitim sulfato e o heparam 
sulfato têm sido implicados em processos biológicos, incluindo implantação 
embriônica, morfogênese de tecidos, reparação de feridas e neovascularização 
por meio de sua habilidade em regular as atividades de fatores de crescimento.  
Du Souich et al (2009 ) relataram que o condroitim sulfato parece ter 
um efeito anti-inflamatório e imunomodulador, além de seu efeito na 
cartilagem, líquido sinovial e osso subcondral. 
Sato et al (2011) demonstraram em modelos de camundongos que a 
chondroitin sulfate N-acetylgalactosaminyltransferase é necessária para a 
ossificação endocondral e sua deficiência diminui o conteúdo de condroitim 
sulfato na placa de crescimento, além de sua ausência causar rápido 
catabolismo dos agregans. 
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2.3.2 Ácido Hialurônico  
 
 A matriz extracelular tem papel importante no controle da angiogênese, 
na distribuição de fatores de crescimento e na regulação da migração de 
células endoteliais. O ácido hialurônico tem uma função nas propriedades 
mecânicas do tecido conectivo assegurando sua hidratação (Laurent, Fraser, 
2002, Lataillade, Albanese, Ulzan, 2010).  
 
 Prince (2004) relatou que o ácido hialurônico está relacionado com a 
reabsorção óssea pelos osteoclastos. 
 
Jiang et al (2005) indicaram que o ácido hialurônico está  implicado na 
regulação da deposição mineral durante a osteogênese e dentinogênese.  
 
Aslan, Simsek, Davi (2006) indicaram que o ácido hialurônico é 
encontrado em alta concentração nos tecidos que estão sofrendo reparação. 
Bastow et al (2008) relataram que o ácido hialurônico tem diversas 
funções na biologia esquelética. A matriz rica em ácido hialurônico facilita a 
migração e condensação de células mesenquimais e participa na formação da 
cavidade articular e do crescimento ósseo longitudinal. O ácido hialurônico 
parece também regular a remodelação óssea por controle do osteoclasto, 
osteoblasto e comportamento do osteócito.  
Matsumoto et al (2009) estudaram o efeito da inativação de Has2 (gene 
para a Hialuronic Acid-synthase2) em camundongos e verificaram que sua 
deficiência provocava alterações esqueléticas importantes como encurtamento 
severo de membros, duplicidade de falanges proximais e anormalidades e 
desorganização das placas de crescimento com diminuição de agregan na 
matriz óssea, o que sugere que a Has2 é essencial para o crescimento 
longitudinal normal dos elementos esqueléticos dos membros e de porções 
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específicas dos dedos. O mesmo estudo mostrou uma redução nos condrócitos 
hipertróficos indicando que o ácido hialurônico é necessário na progressão 
normal da maturação dos  condrócitos. Em adição aos defeitos esqueléticos, a 
cavidade articular sinovial foi defeituosa.  
Merli (2010), em sua tese de doutorado, realizou estudo sobre o efeito 
do laser terapêutico no tecido ósseo de fêmures de ratos perfurados, 
comparando com grupo controle. Observou esse efeito após o sacrifício dos 
animais em quatro, oito e 14 dias após a aplicação de laser, no comportamento 
do ácido hialurônico e dos glicosaminoglicanos sulfatados. 
Astachov et al (2011) relataram que a abundância do ácido hialurônico 
em tecidos embrionários indica que é altamente importante nos  processos de 
desenvolvimento.  
Kawano et al (2011), em estudo experimental, investigaram os efeitos 
positivos do ácido hialurônico na diferenciação osteoblástica induzida pela 
BMP-2. 
Martinez-Sanz et al (2011) empregaram hidrogel de ácido hialurônico 
com diferentes doses de BMP-2 para verificar a formação óssea em ratos e 
constataram aumento de tecido ósseo em oito semanas em todas as doses; 
porém o hidrogel subcutâneo induziu menos osso quando comparado a 
implantação subperiostal. O exame histológico revelou osso neoformado com 
alta expressão de osteocalcina, osteopontina e com medula óssea angiogênica 
quando alta concentração de BMP-2 foi empregada. 
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3. Métodos 
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Nosso estudo é do tipo intervencional, experimental in vivo e 
controlado, realizado no Departamento de Ortopedia e Traumatologia da 
Escola Paulista de Medicina da UNIFESP, em colaboração com a Disciplina  
de Biologia Molecular do Departamento de Bioquímica da UNIFESP. Este 
trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa sob número CEP 
0048/09 (Anexo 1). 
  
 
3.1 Animais  
 
Foram utilizados 75 fêmures de 50 ratos machos da linhagem Wistar 
com três meses de idade, com peso médio de 300 gramas. Os animais foram  
obtidos e manipulados no biotério do INFAR-UNIFESP, que possui as 
condições sanitárias e controle parasitológico e microbiológico necessário para 
que se apresentem livres de patógenos oportunos.  
 
Os animais em estudo foram mantidos em grupos de cinco animais em 
cabine de segurança biológica e submetidos por 12 horas de ciclo claro/escuro 
com água e ração ad libitum, em ambiente com temperatura controlada, em 
torno de 20 ± 2ºC e com 15 trocas de ar/hora. 
 
Os animais foram divididos em dois grupos: 
 
 Grupo I –  ratos com perfuração da diáfise do fêmur bilateral 
Grupo IA – fêmur esquerdo perfurado + aplicação de ondas de choque 
Grupo IB  – fêmur direito perfurado 
 Grupo II - ratos submetidos à perfuração da diáfise do fêmur unilateral (lado  
esquerdo). 
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Os animais do Grupo I e II foram avaliados conforme o tempo de 
eutanásia, realizada após a cirurgia em três dias, sete dias, 14 dias, 21 dias e 28 
dias (Udupa, Prasad, 1963). 
 
 
3.2  Procedimento cirúrgico 
 
O procedimento cirúrgico foi realizado de acordo com a tese de 
Doutorado de Merli (2010). Os animais foram submetidos à anestesia 
intraperitoneal com Ketamina: Xilazina, na proporção de dois para um, 
utilizando 0,2 cc/ 100g de animal. Após anestesia intraperitoneal com seringa 
descartável, as patas posteriores foram tricotomizadas e desinfetadas com 
álcool 70% e os animais foram imobilizados em decúbito ventral e submetidos 
à incisão da pele da coxa com bisturi de lamina nº. 15 numa extensão de três 
centímetros de comprimento e feito divulsão da musculatura com exposição 
óssea do fêmur (Fig. 6 e 7). 
 
 
Figura 6. Foto do rato após anestesia e tricotomia.  
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Figura 7. Foto da divulsão das partes moles e exposição óssea. 
 
Para a confecção da lesão óssea, foi utilizado motor cirúrgico Driller 
modelo BL 600, trabalhando em velocidade de 1200 rpm (rotações por 
minuto) e com torque de 50 N (Newtons), pré-marcado pelo aparelho, e um 
contra ângulo cirúrgico redutor da marca N.S.K., produzindo uma  redução de 
velocidade de 16:1. 
Inicialmente a perfuração da cortical óssea na diáfise do fêmur foi feita 
com broca tipo lança da marca Conexão de aço inox com ponta de diâmetro de 
zero milímetro, montada no contra ângulo redutor, com broca helicoidal de 
aço inox banhada em nitrato de titânio de dois milímetros de diâmetro, da 
marca Conexão, também montada em contra ângulo redutor N.S.K. de 16:1. 
Foi  feita perfuração na medular óssea até a cortical oposta, entretanto sem 
atingí-la. Com esta sequência de perfurações foi padronizada uma lesão óssea 
de dois milímetros, compatível com o diâmetro da última broca utilizado no 
osso fêmur do rato, em ambas as patas (Fig. 7).  
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Figura 8. Foto da perfuração óssea de dois milímetros de espessura em 
apenas uma cortical. 
 
Os fêmures uma vez perfurados foram hidratados com solução 
fisiológica a 0,9%. Em seguida foi realizada a sutura das partes moles com 
pontos unitários nas lesões de ambas as patas utilizando fio mononylon 4.0 
(Fig. 9) 
 
 Houve a perda de 4 animais ocorridas nas primeiras 24 horas pós a 
cirurgia atribuídas à choque anestésico, sendo feito a substituição destes 
animais por outros. 
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Figura 9: Foto após sutura com fio mononylon 4.0 
 
  
Após este procedimento as patas esquerdas foram submetidas à 
aplicação das ondas de choque no nível da perfuração óssea, enquanto que a 
pata direita não recebeu  o tratamento (Fig. 10).  
 
 
Figura 10: Foto da aplicação de ondas de choque.  
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3.3 Equipamento de ondas de choque  
 
 
O aparelho gerador de ondas de choque eletro-hidraúlico utilizado foi o 
EVOTRON®-Vet da SwiTech (Suiça) seguindo o protocolo de 500 impulsos – 
energia E4 (equivalente a 0,13 mJ/mm2) e com aplicador de cinco milímetros 
de  profundidade (Fig. 11).  
 
 
Figura 11. Foto do aparelho de ondas de choque – (EVOTRON®-Vet da 
      SwiTech) 
 
A escolha deste protocolo baseia-se em estudos prévios em animais 
com outros modelos de equipamentos (Wang et al, 2001). No pós-operatório 
os animais receberam medicação analgésica e antibioticoterapia por cinco 
dias. 
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3.4 Eutanásia 
 
Após um período de  três dias, sete dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias, os 
grupos de animais foram  sacrificados em câmara de CO2, com baixo fluxo de 
gás, levando a sedação, analgesia e morte irreversível. 
Foi feito a retirada de todos os fêmures da análise por meio de 
procedimento cirúrgico (Fig. 12). 
 
 
Figura 12. Foto do fêmur dissecado por cirurgia.  
 
3.5 Descalcificação 
 
Para a extração dos GAGs foi padronizado a utilização de fragmentos 
de cinco milímetros de cinco fêmures de cada grupo, que foram previamente 
pesados em balança de precisão (Denver Instruments, EUA) sendo 
consideradas até quatro casas decimais (Fig. 13). 
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Fonte: Tese de Doutorado, Merli (2010). 
 
Figura 13. Foto da demarcação do fragmento ósseo contendo lesão. 
 
Os fragmentos de fêmur foram fixados, à temperatura ambiente, em 
solução deformaldeído 4% em PBS 0,1 M (Synth) pH 7,2, por 48 horas, sendo 
posteriormente submetidos a etapa de descalcificação.   O processo de 
descalcificação foi realizado utilizando-se EDTA (ethylenediamine tetraacetic 
acid, Synth, São Paulo, Brasil) 0,7g/l (grama por litro), tartarato duplo de 
sódio e potássio 8mg/l (miligrama por litro), ácido clorídrico 99,2mml/l 
(mililitro por litro), tartarato de sódio 0,14 g/l e água destilada q.s.p 
(quantidade suficiente para) para 1 l (litro) por 12 horas. 
 
  
3.6 Extração dos glicosaminoglicanos sulfatados de fêmur 
 
Os fêmures dos animais dos grupos Terapia por Ondas de Choque 
(TOC), lado contralateral e controle, foram lavados em tampão fosfato salino 
(PBS) mantidos em acetona PA a 4ºC para posterior extração dos GAGs 
sulfatados. 
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Iniciamente os fêmures foram desidratados e delipidados com 10 
volumes de acetona e mantidos por 24 horas a 4º C. Após a secagem do 
material obtêm-se o pó cetônico, que foi pesado individualmente e submetido 
à proteólise por maxatase 4mg/mL em tampão Tris-HCI 0,05M, ph 8,0 com M 
de NaCl, overnight. 
 
Passado este período 10% do volume foi separado para posterior 
dosagem do ácido hialurônico. Possíveis peptídeos e ácidos nucleícos foram 
precipitados com ácido tricloroacético a 90%, concentração final de 10% em 
banho de gelo por 20 minutos, coletou-se o sobrenadante, adicionando-se dois 
volumes de metanol para a precipitação dos GAGs, que ocorre a -20ºC (18-24 
horas). O material foi centrifugado e o precipitado que contém GAG foi 
ressuspenso na proporção de 5 mg de pó cetônico para 20µL de água destilada. 
 
 
3.7  Distinção e Quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados 
 
Permite a distinção dos GAGs separando-o de acordo com o tampão 
utilizado. O tampão PDA (1,3-diaminopropano acetato) 0,05M, pH 9,0 
distingue os compostos conforme a interação diferencial (por carga) com a 
diamina presente no tampão discriminando, por ordem decrescente de 
mobilidade eletroforética, os condroitim sulfatos (CS), dermatam sulfatos 
(DS), heparan sulfatos (HS) e heparinas (HEP). Assim a heparina é o 
composto que mais interage com a diamina. 
 
Para a realização da corrida eletroforética aproximadamente 5µL de 
cada amostra foi aplicada no gel de agarose a 0,55% com espessura de 0,2 cm 
preparada em tampão 0,05M, pH 9,0. Após a aplicação, as amostras foram 
submetidas a corrente elétrica (5V/cm) durante uma hora em caixa refrigerada 
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a 5ºC. Como padrão de corrida eletroforética uma mistura de GAGs (CS, DS, 
HS), de concentração conhecida, também foi aplicada ao gel de agarose e 
submetidos às mesmas condições. Como estes compostos possuem carga 
aniônica, a origem do gel corresponde ao pólo negativo. 
 
Após a corrida eletroforética, os GAGs foram precipitados no gel por 
meio da imersão em uma solução de Cetavlon 0,1% por duas horas. 
Posteriormente, o gel foi seco sob uma corrente de ar quente e, a seguir, 
corado com uma solução de azul de toluidina 0,1% e etanol 50%. O excesso 
de corante foi removido com a mesma solução  sem o corante. O gel foi seco 
em temperatura ambiente e em seguida os GAGs presentes foram 
quantificados por densitometria comparando-os com as soluções padrões de 
concentração conhecida de CS, DS e HS adicionadas ao gel de agarose. 
 
 
 
3.8 Quantificação do ácido hialurônico 
 
 
A quantificação do ácido hialurônico (AH) foi realizada por meio de 
um ensaio fluorimétrico não competitivo ELISA-like, conforme foi descrito 
por Martins et al (2003). Este método detecta de dois a 500 µg/L de ácido 
hialurônico presentes nas amostras. 
   
A placa de ELISA contendo a sonda absorvida foram adicionados 
100µl/poço de soluções de AH padrão em varias concentrações (0 a 500 µg/l), 
bem como soluções das amostras em estudo diluídas no tampão de ensaio 
Tris-HCl 0,05 M, pH 7,75 e BSA 1% na diluição de 1:100, em triplicatas. 
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A incubação foi realizada a 4ºC por 12 horas, seguida de três vezes 
lavagens com tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 7,75. Em seguida, foram 
adicionadas 100 µl da sonda (1mg/ml) 1:10000 em tampão de ensaio. A placa 
foi agitada por duas horas e, em seguida, lavada nove vezes com tampão de 
lavagem. 
 
Após esta etapa, foram adicionados à placa 100 µl/poço de 
Estreptavidina (Sigma) marcada com európio diluído 1:10000 em tampão de 
ensaio. A estreptavidina (Sigma) tem afinidade pela biotina conjugada à 
sonda. A placa foi agitada por meia hora e em seguida lavada com tampão de 
Tris-HCl 0,05 M, pH 7,75 nove vezes. Por fim, com o objetivo de soltar o 
európio ligado à estreptavidina (Sigma), adicionou-se uma solução 
enhancement, 280 µl/poço. As placas foram agitadas por cinco minutos e o 
európio livre da placa foi lido em um fluorímetro. O resultado foi expresso em 
ng/ml. 
 
 
3.9 Método Estatístico 
 
Os valores de GAGs e ácido hialurônico foram descritos segundo 
grupos e dias de sacrifícios com uso de medidas resumo (média, desvio 
padrão, mediana, mínimo e máximo). Os valores entre os grupos e os dias de 
sacrifício foram comparados com uso de análises de variâncias (ANOVA) 
com dois fatores (Neter et al, 1996), seguidas de comparações múltiplas de 
Tukey quando necessárias para saber entre quais grupos ou dias de sacrifícios 
ocorrem as diferenças.  
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Os testes foram realizados com nível de significância de 5% e os 
resultados foram ilustrados com gráficos de linhas com as médias e os 
respectivos erros padrões das medidas em cada grupo e dias de sacrifício. 
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4. Resultados 
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4.1 Distinção e quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados 
 
 
4.1.1 Eletroforese em gel de agarose 
 
A extração e quantificação dos GAGs por eletroforese em gel de 
agarose demonstraram após a migração eletroforética predomínio de uma 
banda semelhante ao condroitim sulfato, tanto no grupo controle como no 
grupo submetido às ondas de choque (Fig. 14). 
 
 
Figura 14. Lâmina de análise da eletroforese em gel de agarose de parte  
                dos  grupos IA e II – eutanásia 28 dias.  
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Os resultados dos GAGs (µg/ g tecido) segundo os grupos e os dias de 
sacrifício mostraram um padrão de comportamento dos GAGs que, em ambos 
os grupos, aumentam progressivamente do terceiro ao décimo quarto dia , 
decaindo no vigésimo primeiro dia e voltando a aumentar discretamente no 
vigésimo oitavo dia. Também evidenciou-se que em todos os dias houve maior 
quantidade de GAGs no Grupo IA submetido às ondas de choque (TOC) em 
relação ao Grupo II, sendo essa diferença mais expressiva no grupo 14 dias e 
estatisticamente significativa em todos os períodos avaliados (p=0.002), 
segundo demonstrado no Gráfico 1. 
 
Gráfico 1. Valores médios de GAGs e respectivos erros padrão segundo grupos e  
dias de sacrifício.  
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4.1.2 Grupo IB (contralateral) e Grupo II (controle) 
 
Os resultados do conteúdo de GAGs no Grupo IB e Grupo II mostraram 
um padrão de comportamento dos GAGs que aumenta progressivamente do 
terceiro ao décimo quarto dia , decaindo no vigésimo primeiro dia e voltando a 
aumentar discretamente no vigésimo oitavo dia, porém não houve diferença 
estatisticamente significante entre o conteúdo de GAGs do Grupo IB e do 
Grupo II (p=0,287)  (Gráfico 2). 
    
Gráfico 2. Valores médios de GAGs  entre os Grupos IB (contralateral) e 
      Grupo II (controle) que não foram submetidos  às ondas de choqu
 
   P > 0,287 
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4.2 Quantificação do ácido hialurônico 
 
 Os resultados obtidos do ácido hialurônico (µg/g tecido) pelo ensaio 
não competitivo ELISA-like mostraram diferença estatística (p=0,003) no 
grupo IA submetido às ondas de choque (TOC) em relação ao controle no 
grupo três dias, sendo que nos demais dias de sacrifício não houve diferença 
significativa (Gráfico 3). 
 
Gráfico 3. Valores médios de ácido hialurônico e respectivos erros padrão,  
                 segundo grupos e dia de sacrifícios.
          p= 0,003 
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5. Discussão 
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A utilização das ondas de choque em Medicina ocorreu há mais de 
trinta anos no tratamento de pacientes portadores de cálculos renais, mas sua 
aplicação em outras indicações médicas, principalmente na área ortopédica 
remontam pouco mais de vinte anos, quando Valchanou, Michailov (1991)  
publicaram os resultados de pacientes portadores de retardo de consolidação 
de fraturas tratados com ondas de choque, mostrando um efeito de estimulação 
na osteogênese. A partir de então, outros autores surgiram, tentando 
comprovar e explicar esse mecanismo de ação. 
Wang et al (2001) e Wang et al (2003) demonstraram que as ondas de 
choque em animais produzem um efeito de neoangiogênese com aumento dos 
marcadores angiogênicos, como eNOS, VEGF e PCNA, além de induzirem a 
hiperpolarização de membrana e ativação Ras que atuam no sinal inicial para a 
osteogênese em células do tecido ósseo. Demonstraram que as ondas de 
choque têm um efeito dose dependente na massa e na resistência óssea (Wang 
et al, 2002, Wang et al, 2004). 
 O estudo na área dos glicosaminoglicanos vem tendo grande interesse, 
pois, no processo de formação óssea demonstrou-se que ocorre uma 
importante participação dos componentes da matriz óssea, em especial do 
condroitim sulfato, heparam sulfato e ácido hialurônico. Esse trabalho  faz 
parte de uma Linha de Pesquisa em regeneração óssea, realizado no  
Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Unifesp. 
Optamos pelo aparelho de gerador de ondas de choque do tipo eletro-
hidráulico, por ser um sistema semelhante utilizado em pesquisa nesta área e 
pela praticidade de seu manuseio. Os paramêtros de energia utilizados em 
nosso estudo, equivalente a 0,13mJ/mm², 500 impulsos e aplicador de cinco 
milímetros de profundidade foram baseados em estudos de outros autores, que 
utilizaram  níveis de energia semelhantes estimulando a consolidação óssea, 
sem complicações (Haupt et al, 1992, Wang et al, 2001, Chen et al, 2003). 
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Níveis de energia acima de 0,28mJ/mm² não devem ser aplicados em ratos por 
risco de lesão tecidual (Chen et al, 2003).  
A equipe envolvida no procedimento cirúrgico e na aplicação das ondas 
de choque foi treinada e executada de forma padronizada. A realização de 
somente uma aplicação de ondas de choque foi baseada nos trabalhos em 
animais de Haupt et al (1992 ) e Wang et al (2002) que demonstraram já ser 
suficiente esta única aplicação para acarretar efeitos que influenciaram 
positivamente a consolidação óssea, além de que, na maioria dos trabalhos 
experimentais, foram utilizados aplicação única, visando padronização que 
permita a comparação de diferentes estudos. 
A metodologia empregada foi semelhante à realizada no estudo da 
avaliação do efeito do laser terapêutico no tecido ósseo de ratos (Merli et al, 
2005). O padrão de perfuração óssea em fêmur de ratos com diâmetro de dois 
milímetros foi desenvolvida  por Merli et al (2005) e previamente por Silva Jr 
et al (2002) com diâmetro de perfuração de um milímetro.  
Em nosso estudo, optamos  por grupos com sacrifício no terceiro dia, 
sétimo dia, 14 dias, 21 dias e 28 dias após a aplicação das ondas de choque, 
baseados em estudos que indicam que a consolidação óssea no rato se processa 
em quatro semanas, já apresentando as três fases clássicas de inflamação, 
reparo e remodelação (Udupa, Prasad, 1963, Einhorn, 1998)  
Podemos observar em nosso trabalho que os GAGs apresentaram 
padrão de comportamento homogêneo em todos os três grupos avaliados com 
aumento progressivo do terceiro ao décimo quarto dia, decaindo no vigésimo 
primeiro dia e voltando a aumentar discretamente no vigésimo oitavo dia, 
sendo esse mesmo padrão o clássico já apresentado no estudo de consolidação 
de Buckwalter, Einhorn, Marsh (2006), demonstrando que a terapia por ondas 
de choque não alterou a curva de comportamento geral dos GAGs. Ademais 
dessa manutenção comportamental, houve uma importante alteração na 
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quantidade de GAGs ao longo dos períodos de consolidação avaliados com a 
terapia de ondas de choque demonstrando um efeito anabólico sobre os 
mesmos, sendo evidenciadas importantes diferenças com o Grupo IA 
expressando maiores quantidades em todas as fases avaliadas quando 
comparado ao grupo II (controle) (p=0,002). 
Merli (2010) realizou metodologia com grupos de animais sacrificados 
em quatro, oito e 14 dias e mensurou o conteúdo dos GAGs sulfatados no 
tecido ósseo de ratos após aplicação com laser terapêutico e seus resultados 
mostraram maior aumento dos GAGs sulfatados nos dias oito e 14 dias 
tratados com laser terapêutico em relação ao grupo, semelhante ao encontrado 
em nosso estudo. 
Em relação aos GAGs sulfatados quantificados pelo gel de agarose 
encontramos banda predominante em condroitim sulfato (CS), o que está de 
acordo com Kiellén, Lindahl (1991), que indicaram que o mesmo estava 
presente nos estágios da formação óssea e na regulação da deposição mineral e 
morfologia do cristal na mineralização, durante a osteogênese e, pelo estudo 
de Takagi et al (1991), que encontraram no tecido ósseo de ratos 
predominância de condroitim 4-sulfato e, em menor quantidade, de condroitim 
6-sulfato.  
O resultado obtido em relação ao conteúdo do ácido hialurônico em 
fêmures perfurados de ratos do Grupos IA (submetido a TOC) e do Grupo II 
(controle) demonstram que houve diferença estatística (p=0,003) no terceiro 
dia. Comparando com os achados de Merli (2010), que mediu o efeito do laser 
no ácido hialurônico de fêmures de ratos, seus resultados indicam um aumento 
do ácido hialurônico quatro dias após a aplicação. Aparentemente, tanto o 
laser quanto as ondas de choque, aumentam a expressão de ácido hialurônico 
no período de três a quatro dias após a aplicação. Segundo Bastow et al (2008) 
e Matsumoto et al (2009), o ácido hialurônico se mostrou importante, 
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parecendo apresentar características de uma modulação mais precoce nos 
diferentes processos do tecido ósseo, ou seja, atuando em mecanismos iniciais 
de sinalização. Em nossos resultados, o aumento precoce (grupo três dias) do 
ácido hialurônico, no grupo ondas de choque em relação ao controle, passa a 
ser importantíssimo, apesar de não serem encontradas diferenças significantes 
nos demais dias, pois, quando realizado um paralelo aos estudos supracitados, 
percebe-se que a maior atuação dessa molécula concentra-se nas fases iniciais 
dos diversos decursos de atividades do osso. 
Nos resultados obtidos nos grupos II (controle) e IB (contralateral), que 
não foram expostos diretamente às ondas de choque, não se evidenciou 
diferença estatística. Apesar de não existirem trabalhos mostrando efeito 
sistêmico das ondas de choque em relação ao tecido ósseo, existe uma 
polêmica entre os estudiosos sobre este tema. Em nosso trabalho, não foi 
evidenciado diferença do conteúdo dos GAGs sulfatados entre os grupos IB 
(contralateral) e II (controle)  em todos os dias de sacrifício (p=0,287), o que 
sugere que não exista efeito sistêmico da  aplicação de ondas de choque em 
relação aos GAGs sulfatados no tecido ósseo. 
Os efeitos produzidos pelas ondas de choque nos tecidos geram 
respostas bioquímicas ainda não totalmente esclarecidas, mas segundo 
Jaalouk, Lammerding (2009) as células traduzem os estímulos mecânicos em 
sinais bioquímicos levando à mudanças adaptativas da função celular, e a 
sinalização por mecanotransdução tem um papel fundamental na manutenção 
de vários tecidos tensionados mecanicamente, como músculo, osso, cartilagem 
e vasos sanguíneos, sendo que os condrócitos adaptados a grandes variações 
de estresse secretam glicosaminoglicanos, moléculas responsáveis por parte 
das propriedades mecânicas dinâmicas, principalmente a resistência às forças 
de compressão.  
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Chen et al (2003) sugerem que o estímulo físico gerado pelas ondas de 
choque, rapidamente transmitem energia e pressão que perturba a membrana 
celular e altera os potenciais de membrana, que por sua vez, ativa proteínas de 
membrana e iniciam uma cascata de sinalização de mitogênese e osteogênese 
para formação óssea. 
Wang et al (2004) demonstraram que as ondas de choque promoveram 
no tecido ósseo um aumento da densidade mineral óssea, maior calo ósseo, 
com maior conteúdo de cálcio, e podemos induzir que estes achados podem 
estar relacionados ao aumento do conteúdo dos glicosaminoglicanos 
sulfatados e do ácido hialurônico no processo de mineralização óssea, 
induzidos pelas ondas de choque, achado corroborado por nosso estudo. 
Sabe-se que muitos outros fatores que participam do metabolismo ósseo 
estão implicados neste processo e que as ondas de choque atuam de vários 
modos, como estimulando a neovascularização por meio da indução de 
precursores neoangiogênicos (Wang et al, 2003), estimulação da BMP-2 
(Wang et al, 2009),  estimulação de osteoblastos (Thamma et al, 2010), entre 
outros efeitos, pressupondo uma interação muito complexa entre os 
participantes do processo de regeneração óssea.  
Nosso estudo contribui para o conhecimento do que ocorre com os 
glicosaminoglicanos sulfatados e o ácido hialurônico, no tecido osso de rato 
após a estimulação por ondas de choque. Com nossos resultados podemos 
pressupor que o aumento do conteúdo dos GAGs no tecido ósseo, mediante a 
aplicação de ondas de choque, pode ser um dos fatores determinantes que  
propiciam a formação de osso com maior resistência e maior conteúdo de calo, 
conforme os achados de Wang et al (2004).  
Nossos resultados propiciaram a realização de novo estudo com as 
ondas de choque, por meio da análise histológica complementar no tecido 
ósseo (Comissão de Ética e Pesquisa da UNIFESP sob no. CEP 0070/11), e 
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perspectivas de outros projetos que estudarão os efeitos em outros tecidos, em 
que os GAGs estão presentes, como pele e cartilagem.  
Apesar das ondas de choque terem aplicação clínica há mais de três 
décadas, como no tratamento de cálculos renais, muito pouco se sabe sobre 
seus efeitos em outros órgãos. A sua aplicabilidade tem sido pesquisada na  
cicatrização de feridas de pele, principalmente em úlceras de pés diabéticos 
(Wang et al, 2009) e em várias situações onde há necessidade de se estimular 
a vascularização, como na osteonecrose de cabeça femural com resultados 
promissores (Wang et al, 2005). Existem, ainda, muitas dúvidas em relação a 
forma de se aplicar esta tecnologia, como qual o gerador de ondas de choque 
(eletro-hidráulico, eletromagnético ou piezoelétrico) mais indicado, quais 
níveis de energia, número de impulsos e, qual o número de aplicações são 
necessários para se obter a melhor resposta para cada tipo de tecido. A análise 
comparativa com outros sistemas (ultrassom pulsado trans-ósseo de baixa 
intensidade, LMHFV, PEMF, laser) que induzem a regeneração óssea, deve 
ser realizada para se verificar quais são os mais efetivos e de melhor custo-
benefício socioeconômico e com menor risco de efeitos adversos. 
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6. Conclusão  
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A aplicação de ondas de choque em fêmures perfurados de ratos estimularam: 
- a expressão do condroitin  sulfato durante a reparação óssea, 
-  a expressão do ácido hialurônico, no grupo IA (TOC) três dias, 
em relação ao grupo II (controle). 
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Abstract 
 
Introduction: Several cases of delayed bone consolidation in fractures 
treated with shock waves for bone healing are related in cientific literature. 
Some of these studies point to a key role of Glycosaminoglycans 
extracellular matrix in the osteogenesis process. Objective: Sulfated 
Glycosaminoglycans (GAGs) and Hyaluronic Acid (HA) distinguish and 
quantification in rat femurs, after bone drilling and shock waves. Methods: 
The study included 50 male Wistar rats, aged three months and 300g 
weighted. These animals were divided in two groups, both submitted to 
bone drilling, but only one of them treated with shock wave. All rats were 
sacrified by euthanasia in different days after bone drilling: third, seventh, 
14th, 21th and 28th days. The glycosaminoglycans were analysed by 
agarose gel electrophoresis, migration bands densitometry and by ELISA-
like test. Results: Sulfated glycosaminoglycans statistically significant 
increased since the third day group to the 28th day group, with chondroitin 
sulfate predominance. The hyaluronic acid statistically significant increased 
in the third day group treated with shock waves compared with control 
group. Conclusion: The application of shock waves in perforated femurs of 
rats stimulated the expression of sulfated glycosaminoglycans  during bone 
repair and expression of  hyaluronic acid in the group three days in the control 
group. 
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PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA INSTITUCIONAL
   
Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Comportamento dos GAGs na regeneração óssea após a aplicação de 
terapia por ondas de choque em ossos longos de ratos”.  
CARACTERÍSTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: EXPERIMENTAL -  CATEGORIA C - ESTUDO CRÕNICO. 
RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Ñão se aplica - experimental. 
OBJETIVOS: O projeto visa estudar de forma detalhada e específica a ação da terapia por ondas de choque sobre a 
reparação da matriz óssea neoformada buscando analisar as possíveis alteraç~]oes no comportamento dos 
glicosaminoglicanos sulfatados realizando para isso a extração, caracterização e quantificação destes GAGs no 
processo de regeneração nos ossos longos de ratos submetidos à perfuração cirurgica e terapia por ondas de 
choque; analisar a matriz óssea nos ossos longos de ratos submetidos à perfuração cirurgica e terapia por ondas de 
choque por meio de imunomarcação de componentes específicos da matriz extracelular.. 
RESUMO: Serão utilizados 80 fêmures de 40 ratos machos da linhagem Wistar com 3 meses de idade. Os animais 
serão obtidos e manipulados no Biotério do INFAR que possui as condições necessárias para tal manipulação. O 
anestésico utilizado será Ketamina-xilazina  e a eutanásia será através de câmara de CO2.. 
FUNDAMENTOS E RACIONAL: Fundamentação adequada. 
MATERIAL E MÉTODO: Materiais e métodos adequadamente descritos. 
DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo. 
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OBJETIVO ACADÊMICO: Doutorado. 
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O Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São Paulo ANALISOU e APROVOU 
o projeto de pesquisa referenciado. 
1. Comunicar toda e qualquer alteração do projeto. 
2. Comunicar imediatamente ao Comitê qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo. 
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